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蛋白 酶 是 昆虫 肠 道 的 重要 消化 酶 类 1。 研究 表明 ， 和 蛋白 酶 抑制 剂 能 够 抑制 昆虫 肠 道 蛋白 酶 活性 ， 使 昆虫 
生长 发 育 不良 甚 至 死亡 ， 在 害虫 防治 中 显示 出 应 用 洪 力 !2-4J。 但 是 ， 要 选择 有 效 的 蛋白 酶 抑制 剂 ， 最 首要 的 
工作 是 研究 昆虫 肠 道 蛋白 酶 的 特性 55]。 蝇 类 是 重要 的 卫生 害虫 ， 确 定 其 肠 道 蛋白 酶 的 类 型 ， 了 解 其 肠 道 蛋白 
若 的 特性 ， 对 量 类 的 防治 有 重要 意义 。 本 文 以 标 尾 别 嘛 量 Boeiicherisca peregrina W E Fé W Hl $E AlIdrichina 
grahami 为 材料 ， 分 析 了 其 肠 道 护 白 酶 同 工 酶 ， 鉴 定 了 其 肠 道 主要 和 后 白 酶 活性 类 型 ， 并 研究 了 部 分 抑制 剂 对 
HE E AREH. 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 
试 虫 : 棕 尾 别 麻 蝇 和 巨 尾 阿 丽 蝇 由 中 国 科学 院 上 海 昆虫 所 陈 之 样 先生 鉴定 。 成 虫 采 自 于 野外 ， 室 内 先 中 
饲 以 清水 和 白糖 。 以 一 对 峻 雄 虫 所 产 的 卵 (幼虫) 为 初始 群体 ， 在 28C P. ARRE: ww AR. 
主要 试剂 : SBBI (soybean Bowman-Birk inhibitor); TPCK CN-a-tosyl-L-phenylalnine chloromethyl Ketone)， 
TLCK (N-a-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone), Antipain: Leupeplin， elastin-Congo Red 为 Sigma 产品 。Ampho- 
line 由 Bio-Rad 公司 提供 。PMSF Cphenylmethylsulfonyl [luoride》 购 自 上 海 丽 珠 东 风 公 司 。 其 它 化 学 试剂 均 为 
国产 分 析 纯 。 


1:2: 2955 

1.2.1 肠 道 酶 液 的 制备 : 将 取 食 高 峰 期 的 麻 蝇 和 丽 量 3 龄 幼虫 在 冰 浴 中 迅速 解剖 取出 肠 道 ， 用 预 冷 的 去 离 
子 水 漂洗 几 分 钟 ， 再 将 肠 道 〈 含 少量 内 容 物 ) 移入 酶 提取 液 (0.01 mol/L TrisHCl，pH7.2， 食 适量 茶 基 硫 
RX OLARE) 中 ，4 人 已 浸 提 过 夜 。 浸 提 物 用 干净 纱布 过 滤 ， 滤 液 15 000 r/min, 4C Bb 10 min， 上 清 
液 于 一 20C 冰冻 保存 。 

1.23.2. ”蛋白酶 活性 分 析 : 以 酷 蛋 白 为 底 物 ， 按 郭 勇 的 方法 5 用 folin- 酚 试剂 测定 和 蛋白酶 总 活性 。 酶 活力 以 
0.1 mL ME 40C., 40 min 内 分 解 酪 蛋白 产生 的 酷 氨 酸 经 Folin 试剂 显 色 后 ， 在 680 nm 处 的 吸收 值 Agso nm 
表示 。 

类 胰 和 蛋白 酶 和 类 胰 凝 乳 和 蛋白酶 活力 参照 St Leger 等 的 方法 进行 测定 ' 卫 。 分 别 以 Bz-Phe Val-Arg NA 和 Sac 
(Ala)ProPhe NA 为 专 一 底 物 。0.1 mL 1 mmol/L 底 物 ， 加 入 2.5 mL 0.04 mol/L Tris-HCl (pH8.5) 和 0.1 
mL 酶 液 ， 于 377 保温 15 min 后 ， 测 定 反 应 混合 物 在 410 nm 处 的 吸收 值 。 酶 活力 以 Ao mK. 

弹性 熏 白 酶 活力 测定 参照 St Leger 等 的 方法 [7 并 加 以 修改 。 称 取 3 mg 底 物 elastin-Congo Red F 1.5 mL 
离心 管 中 ， 再 向 管 中 加 入 ImL Tris-HCl (0.05 mol/L. pH 8.00 缓冲 液 和 0.1 mL 酶 液 。 反 应 混合 物 30C 保 
温 2h (其 间 振 荡 几 次 ) 后 ， 于 5 000 r/min 离心 5 min。 取 上 清 液 0.5 mL 加 入 3 mL Tris-HCl 缓冲 液 中 ， 振 
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图 1 SDS 电 泳 (A) 和 等 电 聚 焦 电 泳 (B) PRH 
和 丽 蝇 肠 道 蛋 日 酶 X- 光 片 显影 
Fig.1 X-ray film autography of gut proteases 
of B. peregrina and A. grahami 
after SDS-PAGE (A) and IEF (B) 


a; BKESEZIS SEIS (gut proteases of B. peregrina); 


b: 丽 蝇 肠 道 蛋白 酶 (gut proteases of A. grahami) 


E 学 R 42$ 


iE a 450nm 测 吸 收 值 ， 以 Ays0onm 表 示 酶 活力 。 
1.2.3 蛋白酶 X- 光 片 显 影 (X-ray film autography): 
肠 道 酶 液 经 SDS-PAGE 或 IEF 后 ， 将 凝 胶 铺 于 X- 光 片 
E, 30'C 保温 观察 蛋白 酶 活性 带 。SDS-PAGE 分 离 胶 
的 浓度 为 7.5%， 浓 缩 胶 为 4%， 凝 胶 大 小 为 100 mm 
X 70 mm X 0.75 mm, łk Perez-Monfort 的 方法 电泳 并 
用 2.5% 的 Triton X-100 去 除 SDS/*!, IEF Je Tk HE OS 
7.596, HE BJ 100 mm x70 mm X 0.6 mm, R St 
Leger 84 7; 1k t ik ?! , 

1.2.4 抑制 剂 对 蛋白 酶 的 抑制 作用 : 酶 液 中 加 入 各 种 
不 同 浓度 的 蛋白 酶 抑制 剂 ，25Y 作用 20 min 后 测定 剩 
余 蛋白 酶 的 总 活性 。 


2 结果 和 分 析 


2.1 蛋白 酶 X- 光 片 显影 

明胶 是 多 数 蛋 白 酶 的 底 物 。X- 光 片 表面 覆盖 的 明 
胶 被 蛋白 酶 降解 后 ， 在 被 降解 的 位 置 就 出 现 透 明 带 或 
透明 斑 。 因 此 ， 和 蛋白 酶 样品 电泳 后 ， 将 凝 胶 铺 于 X- 光 
片上 ， 保 温 一 定时 间 后 ， 凝 胶 中 的 蛋白 酶 扩散 至 X- 光 
片 表面 ， 并 将 明胶 降解 ， 在 酶 的 相应 位 置 就 出 现 透 明 
带 ， 即 蛋 白 酶 活性 带 。 麻 蝇 和 丽 蝇 幼虫 肠 道 酶 液 经 
SDS-PAGE 后 ， 在 X- 光 片上 分 别 显 示 5 条 和 3 条 蛋白 


酶 活性 带 (图 1A)。 而 图 1B 的 结果 表明 ， 麻 蝇 和 丽 蝇 蛋白 酶 经 IEF 后 ， 均 只 在 等 电 点 pI 8.5 A pI 7.7 处 显 
示 2 条 蛋白酶 活性 带 。 这 可 能 是 由 于 一 些 和 蛋白 酶 的 等 电 点 偏 酸 ， 在 酸性 环境 下 酶 又 极 易 失 活 ， 从 而 不 能 显示 


出 活性 带 。 


表 1 麻 蝇 和 两 蝇 肠 道 蛋白 酶 底 物 专 一 性 
Table 1 Substrate specificity of larval gut 

proteases of B. peregrina and A. grahami 
蛋白 酶 活性 Protease activity (Adionm ) 
RKI B.peregrina WA$ A. grahami 


底 物 Substrates 


Casein 0.506* 0.476* 
elastin-Congo Red 0^ 0^ 

Suc( Ala); Pro-Phe NA 0.025 0.030 
Bz-Phe-Val-Arg NA 0.365 0.345 


a: A680 nm? b: A450 nm 


1. ”蛋白 酶 活性 的 鉴定 
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Concentration of PMSF (mmol/L) 
图 2 PMSF 对 麻 蝇 和 丽 蝇 肠 道 蛋白 酶 的 抑制 
Fig.2 Inhibition of PMSF on larval gut proteases 
of B. pepregrina and A. grahami 
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表明 ， 麻 蝇 和 丽 蝇 蛋白 酶 均 无 弹性 蛋白 酶 活性 ， 不 能 分 解 弹性 蛋白 酶 专 一 底 物 elastin-Congo Red。 分 解 胰 凝 
乳 蛋 白 酶 专 一 底 物 Suc. (Ala);Pro-Phe NA 的 能 力 很 弱 ， 和 表明 麻 蝇 和 丽 蝇 肠 道 蛋 蝗 酶 仅 具 极 弱 的 类 胰 凝 乳 蛋 白 
酶 活性 。 而 两 种 蝇 类 肠 道 蛋白 酶 均 具 有 很 强 的 类 胰 和 蛋白酶 活性 ， 能 强烈 地 分 解 胰 蛋白 酶 专 一 底 物 Bz-Phe- Val- 
Arg NA。 由 此 看 来 ， 类 胰 和 蛋白 酶 是 麻 蝇 和 丽 蝇 肠 道 的 主要 有 蛋白酶 。 


2.3 蛋白 酶 抑制 剂 对 和 蛋白酶 活力 的 影响 

如 图 2 所 示 ，PMSF 对 麻 蝇 和 丽 蝇 肠 道 重 白 酶 都 有 很 强 的 抑制 作用 ， 这 表明 两 种 蝇 的 肠 道 蛋白 酶 主要 为 
丝氨酸 蛋白 酶 类 。 从 图 3 可 见 ，SBBI 和 Leupeptin 在 低 浓度 (5 mg/L) 时 就 对 麻 蝇 和 丽 蝇 蛋白 酶 表现 出 很 强 
的 抑制 作用 。SBBI 为 胰 蛋 日 酶 和 胰 凝 乳 重 日 酶 的 抑制 剂 ，Leupeptin 为 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ， 两 者 抑制 结果 相同 ， 
表明 两 种 蝇 的 肠 道 量 白 酶 主要 为 类 胰 电 和 白 酶 ， 与 专 一 底 物 测定 的 结果 一 致 。 从 图 3 还 可 以 看 出 ， 胰 和 蛋白酶 抑 
制剂 Antipain 对 麻 蝇 和 丽 蝇 肠 道 蛋白 酶 有 一 定 抑制 ， 而 另 一 种 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 TLCK 却 几 乎 无 抑制 作用 。 这 
可 能 是 由 于 换 制 剂 的 专 一 性 不 同 导致 的 。 胰 凝 乳 和 蛋白酶 抑制 剂 TPCK 无 抑制 作用 ， 这 与 两 种 蝇 肠 道 类 胰 凝 乳 
蛋 日 酶 活性 极 低 一 致 。 
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蛋白 酶 抑制 剂 的 浓度 (mg/L) Concentration of proteinase inhibitors(mg/L) 


图 3 蛋白 酶 抑制 剂 对 麻 蝇 (CA) MA (B) 肠 道 蛋白 酶 的 抑制 
Fig.3 Inhibition of proteinase inhibitors on larval! gut proteases of B. peregrina (A) and A. grahami (B) 


3 讨论 
HFX, EPRA, BR fen T REDE EHK. SEAT EACS 
离 纯 化 0 101， 一 些 蛋 白 酶 的 氨基 酸 序列 L[21 或 DNA 结构 03] 已 被 测定 。 与 大 多 数 已 研究 的 昆虫 一 样 ， 棕 尾 别 


麻 蝇 和 巨 尾 阿坝 蝇 幼虫 肠 道 蛋白 酶 也 以 类 胰 和 蛋白酶 为 主 。 但 是 ， 从 麻 蝇 和 丽 蝇 幼虫 肠 道 蛋白 酶 同 工 酶 谱 的 分 
析 发 现 ， 昆 虫 肠 道 有 多 种 蛋 日 酶 。 尽 管 这些 和 蛋白 酶 均 属 于 同一 大 类 ， 但 其 与 抑制 剂 的 作用 效果 差异 很 大 。 如 
本 文 应 用 的 SBBI 和 Leupeptin 对 麻 蝇 和 丽 蝇 的 肠 道 蛋白 酶 均 有 很 强 的 抑制 作用 。 但 同 为 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 的 
Antipain 和 TLCK 的 作用 却 很 弱 。 因 此 ， 在 害虫 的 防治 中 ， 必 须 考虑 多 种 类 型 的 蛋白 酶 抑制 剂 同时 使 用 ， 尽 
量 多 地 抑制 昆虫 的 肠 道 蛋 日 酶 ， 才 可 能 取得 良好 的 防治 效果 。 在 通过 基因 工程 培育 转基因 抗 虫 植株 时 ， 也 需 
要 考虑 将 多 个 蛋白 酶 抑制 剂 的 基因 转 入 到 同一 植物 中 。 
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